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ヒ ト絨毛 組織 に お ける 内分泌学的機構 を窺知す る目的 で, ヒ ト妊娠性絨毛 上 皮腫に 由来する
BeW o
栄嚢膜細胞系(BeW o 細胞系)を被検材料と して 用 い , その 細胞増殖お よび ヒ ト絨毛性 go
nadotropin(h C G)
産生に及 ぼす ster oid ho r m o n eお よ び抗腫瘍剤の効果に つ い て検索 した ･ 検討され た添カロ物質は pregn e n o
･
lo n e(P N ), dehydr o epia ndro stero n e(D H A), D H As ulfate(D H A
- S), pr Oge Ste r O n e(P), e Stradiol
(E D),teStO Ster One(T),h C G, m ethotr e x ate(M TX),do x o rubicin(D R C)であ っ た ･ 培養液は W aym o uth
培地 M B 752/1,Gey 綬衝塩類溶液, ウシ 胎児血清 を,5‥4‥1に 混合して用 い た ･Ste rOid ho rm O n eは ethan ol
きこ溶解し, etha n olの 終末濃度が 0･2%に な る よう に し て培養液 に溶解 した･ BeWo 細胞 24時間培養後 の
培嚢液中の h C G濃度を1ate x近赤外比 濁法に より測定 した･ Ste rOid ho r m o n eは終末濃度 2･5, 5, 10･ 20
p g/ml の各濃度 に , 抗腰瘍剤 は終末濃度 1, 5, 10, 50ng/mlの 各濃度 に添加
され , 非添加対照群 と比較検
討され た. BeW o 細胞系の 細胞増殖 は ste r oid ho r m o n e添加 に よ り抑制さ れた ･ その抑制の強さ は, 全体
的にみて E D>P> P N> D H A>T≫D H A
- S の順であっ た ･ D H A- S はほ とん ど抑制効果を示 さなか っ た ･
p また はE Dを終末濃度5〃g/ml で投与す る と細胞増殖は停止 した･ す な わ ち,7 日間培養後の 細胞数は増
資開始時とほ ぼ同数で あ っ た .
一 方 , 無添加対照群 で は 7 日後に は 20～ 30倍に 増加 した･ 細胞 1箇当り 24
時間の h C G産生量は, P 添加の 場合 は添加 P濃度の増加 に 従っ て減 少 したが , E D添加 の 場合 は濃度の増
加こ伴っ て急増 し た. D H A, D H A-S, T 添加 は b C G産生量に ほと ん ど影響を与 えな か っ た ･ また, h C G
添加は細胞増殖 に 対 して無影響 で あ っ た . M T X, D R C添加 は細胞増殖 を強く抑制 した ･ 同
一 添加濃度で
はD R C の作用 が よ り強か っ た . 細胞 1箇当た りの h C G産生量 は DRC の場合, 添加濃度の上 昇と共に 急増
した. さ らに , 絨毛組織の 悪性度と そ れ に 及ぼ す ste r oidhor m o n eの 作用 , h C G産生 との 関連性な どに つ
い て検討が加 え られ た.
Key w ords tissu e c ult re, Ster Oid hor m o n e, a ntine oplastic, trOPhoblast,
h C Gpr odu ctio n
ヒ トに お い て 胎盤は, い く つ か の 臓著削こ相当す る機
能を果してしゝる . す な わ ち, 血液 ガ ス 交換の 面か ら み
机ぎ, 肺に 相当す る呼吸 器官と い え, 母体 か らの 栄養
摂取の 痛か ら み れ ば, 個体の 消化吸収器官に も類似し
ており, 胎児の 種々 の 老 廃物 を排泄す る機能 か らみ れ
ば, 腎に相当す る器官 と い える. さ ら に , 内分泌 面か
らは妊娠継続お よ び分娩 に 不 可決な 極め て重要な内分
泌臓器 としての 役割 を果し てい る.
胎盤 か ら分泌され る ホ ル モ ン は と 卜絨毛 性 ゴ ナ ドト
ロ ビ ン hu m a n cho rio nic go n adotr opin (h C G), prO-
ge sterone (P), eStriol(E T), ヒ ト胎盤性泌乳ホ ル モ
ン hu m a npla c e ntalla ctoge n(h P L) な どで あ り, 他
に 未確定で あ る が, さ ら に い く つ か の ホル モ ン が分泌
され る と され て い る1,2)
.
こオLらの う ち, P, h C G, h P L は胎盤内で 塵生 分泌さ
れ ると され る が, E Tは そ の 前駆物質 pr e cu r so rの S eX
ste r oid ho r m o n eか ら胎盤内で 転換 c o n v e rt され て E T
と なり 分泌 さ れ る. す なわ ち, 胎生 期に は, 胎児副腎
Efects of Ster oid Hor m o n es a nd Antin e opla stics on Gon adotropin Pr odu ctio nby Tr
-
ophoblastic Tum or in Tissue Cultu re. Tadashi E.ubo, Departm e nt of Obstetrics a nd Gy
-
n ecolog y(Director: Pr of. E. N ishida), School of Medicine, Ka n a z a w 負University･
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皮質網状層の い わゆ る胎児層fetalzone は極め て肥大
増殖 してお り, そこから極めて大量の dehydr o epia ndro･
ste r o n e(D H A)が硫酸塩 s ulfate の 形で 分泌され る3
～ 7】
.
こ の D HA が ETと なる8
～ 1 3)
.
D H Aが E Tと なる た めに
は, 16α - hydr o xylatio n, a r O m atiz atio nの 酵素が 必
要で ある が, 胎盤 で は a ro m atiz atio nの酵素は存在す
る が , 16α - hydroxyla seは 欠 け る. D H A s ulfate
(D H A- S)は胎児肝で 16α - hydr o xyla s eに より 16
α - O H → D H A- S とな り, 胎盤 に お い て s ulfata seに
よ り 16a - O H - D H A と な る. さ ら に 16a - a ndr o-
Ste n edio n eとな り, a rO m ati2:atio nをう けて E T とな る.
胎盤由来の E T, P は卵巣由来の それ ら と全 く同 一 物
質で あり, h C G は下垂体か らの1uteinizing ho rm On e
(L Ⅲ)に作用 面で類似点が多い が , 内分泌学的調節機
構の面か ら は, 胎盤と間脳一下垂体 一 卵巣系と は極 めて
異質である. す なわ ち, 間脳 一 下垂体 一 卵巣系に お い て
は, prOteOho r mon eと ster oid hor m o n eが 同 一 臓器や
同 一 部位か ら分泌され る ことはない が, 胎盤では P,b C G
と も に, Syn Cytiotr ophobla st合胞細胞栄養膜(合胞細
胞層 syn cytiu m)か ら分泌さ れ る と され て い る
1 り 5)
. 間
脳 一 下 垂体 一 卵 巣 系 で は, pr Ote Oho rm O n eと ste roid
hor mo n eとの間に 1対 1対応 の negativ efeedba ck 機
構が働 い て い るが, 胎盤 に お い て は その よう な徴候 は
認め ら れな い .
ホル モ ン の 生理 学的生物学的作用面で も, 下垂体性
go n adotr opin や卵巣由来の Se X Ster Oidに つ い て は,
対性器お よ び性器外作用 に 関 して , か な りの面 で解明
され て い るが, 胎盤由来 の ホ ル モ ン に つ い て は, 不 分
明の 点が極 めて 多い .
bCG の唯 一 の明確な作用 は, 妊娠初期 に母体卵巣月
経黄体 c o rpu slute u m m en str u atio nis に作 用 して ,
こ れ を妊娠黄体 c. 1. gra viditatis に変化さ せ , 黄体か
らの Pの 分泌を増大させ る こ と の みで あり, 他の 作用
は種 々 推測され なが ら現在全く不明で あ る1 6･1 7)
妊娠週数が進み, 胎盤由来の P が増量 し, 卵巣由来
の P が臨床的に全 く不要とな り, 両側卵巣 を摘除し て
も妊娠分娩経過 に 全く異常が起 ら ない 妊娠中期 ･ 後期
に な っ て も, b C G はか な りの 量分泌さ れ て い る .
P が増量 す る時期 に b C G量 は急減す るが , その 消長
か らみ て両者間に fe edba ck 作用 が あ る と は 推定し難
い
.
妊娠時の P は非妊時の 約 100倍の 量が分泌さ れ, そ
の作用と して は, 脱落膜 の機能保持, 子 宮筋 to n u sの
低減, 0 ⅩytO Cin の作用 の blo ck, 乳腺分葉の 増加, 肺
胞換気畳の増大, 腸管 ･ 輸尿管な どの 平滑to n u s低減
な どの作用が 認め られ て い る.
一 方, 胎盤由来 のE Tの 作用 と して は, 脱落膜 ･子 宮
保
筋の 肥大作用 , 乳腺 ｡ 乳管の 発育, 子宮頸管成熟など
の 作 用が認 め られ て い るが , 非妊時の 約 100倍の分泌
壷 を考え る と, 他に 何 ら か の 重要 な作用 を有している
と考 え られ る.
ま た, 卵巣で は E T はe str o n e(E O), e Stradio= ED)
か ら c o n v e rt され 卵巣 で 直接産生分泌される が, 胎盤
で は な ぜ, 16α - hydr o xyla seが 欠け, 全く別の合成
経路 を介し て E Tに c o n v e rt され る の か , また, そのた
めに 必要な D H Aの 産生部位が, 何故に 胎児副腎皮質で
な けれ ばな らない の か , 胎児副腎皮質由来の DIi A は胎
盤での E T産生の た めの pre c u r so rと しての役割以外に,
何の 重要な生理学的意義も有 しな い の か な ど, 種々の
問題が 胎児一胎盤系の 内分泌機構 に は含まれ てい る
.
これ らの 未解明 の 面 を窺い 知る目的で, われわれも
い く つ か の 検索を行 っ てき てい る が, よ り基礎的で,
か つ 複雑性の よ り少 い in vitr oに お ける 実験方法の面
か らも, こ れ ら絨毛組織の 内分泌学的性質, さ らには
胎盤 にお け る内分泌学的機構 に つ い て検討を加える目
的 で , 本研究 を企 画 した.
絨毛組織 の生理学的内分泌機構 を知る上 では, 正常
絨毛 の 組織培養が最も適 して い るが , 今日なお 正常絨
毛 の 継代培養は可能で は な い1 8
~
20)
. 従 っ て, 被検材料
と して は, 現在, 組織培養 の 可能な ヒ ト絨毛細胞であ
る, 妊 娠性絨毛癌の株細胞 を用い ,prOgeSterOne,eStr O】
ge n, D HA,rte StO Ste r O n eな どの ホ ル モ ン を添加投与
した場合の細胞の増殖状態, h C G産生畳の 変軌 また,
抗腫瘍剤添加の 動態 な どに つ い て検 討を加えた.
材料お よ び方法
被検材料 と して は , ヒ ト妊娠性絨毛 上皮腫に由来す
る BeW o 栄 養膜細胞系trophobla stic c ell lin e( 以F
Be w o細胞系) を用 い た.
BeW o 細胞系は, ヒ トの 妊 娠性 の 組織か ら分離樹立
さ れ た細胞系で あり,tr Ophobla st同様の 内分泌学的特
性 を有 して い る
1 4･2- ･22三
す な わ ち, ヒ ト絨毛性ゴ ナ ド トロ ピン hu m an chorio･
nic go n adotropin (h C G), ヒ ト胎盤性泌乳 か レモン
hu m a npla c e ntalla ctogen(h P L), pr Oge Ster O ne(Pl,
e strogen(E) を分泌 し, 従 っ て, ヒ ト絨毛細掛 昭 潮
学的作用 をin vitr oに おい て 検索で き る被検対象およ
び指標と し て適 して い る もの と み な さ れ た.
継代培養に は, 約50mIの ガラ ス 又 はプ ラ ス チ ッ ク製
角型 組織培養フ ラ ス コ を用 い , 培養液と して は､ 原則
と し て, 下記組成 の W aym o uth 培地, Gey 緩衝塩培潜
幸私 ウ シ 胎児血清の 3者を, 5:4: 1 の 比 率に混合して
用 い た. また , 継代培養操作に お け る細胞の 剥離分散
に は , 後記 の ごと き try psin-E D T A溶液を健闘し′ /
J
∴
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waym o uth培地は W aym o uth
,
s m ediu m M B 752/
1の粉末培地を規定に 従い 蒸留水1 1に 溶解 した･ こ れ
に, 炭酸水素ナ トリ ウム NaH C O3 0■75g, 硫酸 ka n a
･
mycinlOOmg を加 え･ メ ン ブ ラ ン フ ィ
ル タ ー m e mb･
r an e filte r(東 洋 凍紙 T M
- 2, 孔 径0･45FLm , 47
m 両) を用い て ろ過 して使用 した -
Geybla n c ed salt solutio n(B S S) 緩衝 (平衡) 塩










K H2P Oヰ 0･025
如u c o se O･25
phen olr ed O･005
NaH C O3 0･75
気 相 空 気
これに硫酸ka n a mycin lOOm g/1 を加え, m e mbr a n e
用ter(東洋濾紙 T M - 2) で ろ過 した. な お, 参考 と し
た原処方で は, NaE C O31g/l であ っ た が, pH が アル
かj側に強く な っ たの で , 0.75g/l に 変 じた.
ウシ胎児血清fetal bo vin e s erum (F B S), コ ウ シ
血清 c alfser u m(C S) (Flo w Labo r.) は非働化せ ず
に使用 した｡
try psin
- E D T A溶液 (T E液) の 組成は次の 如く で
あ っ た. なお , これ らに はtry psinl:250( Difco Labo r.
∋;disodiu m ethyle n edia mine tetra a c etate エ チ レ
ンジア ミ ン 4酢酸2 ナ ト リウ ム (E D T A, 和 光純薬工
熱 が用 い られ た.
try psln













これに硫酸 ka n a mycin lO m g/1 を加えア ス ベ ス トろ
過板a sbe sto sfilte r(東洋濾紙, No.85S B )で ろ過 し,
使用に 供した. ま た, 上記処 方中の 量 の NaCl, K Cl,
Na2f壬P O4 , K H2P O4 を 含 む, い わ ゆ る P B S 卜 )
〔phosphate buffe r ed s alin e隣酸緩衝 生 理 的食塩水
卜)〕を予 め作製し , それ に try psin , E D T A な どを
溶解し ろ過し た.
培糞に お い て は,細胞数 を 105細胞′/ml と なる よう調





継代培養 は次の 如く に 行 っ た . 培養6～ 7 日に細胞 が
増殖 して癒合性 (c onflu e nt) に な っ た培養フ ラス コ の
古い 培養液 を捨て, 予 め 37
0
Cに 加温した T E液各 5 ml
で 2 回細胞表面 を洗い , 液を捨て 37
0
Cに 数分間保っ た.
細胞 が剥離 し始 めた ら, 約2 ml の培養液 を入れ , 25 G
注射針付注射器 で 静か に 5～ 6 回pu mping をく り一返 え
した . この よ う に す る と, 細胞 は個 々 に充分分散 し,
単個細胞 single c ell と なっ た . 激 しい 操作, pu mPing
回数の 増加, 26 G 以 上 の経い 注射針の 場合 は, 破壊細
胞が増加し, ま た, 培養液 を入 れる 時期が遅れ る と,
死滅細胞が増加 した.
上 記操作 を 3～ 4箇の培養フ ラ ス コ に つ い て 同時 に行
い , これ を集め, 適当量の培養液 を加 え, 総量約 40 ml
の 単個細胞浮遊液 single c ellsuspen sion と した.
こ の よう に す ると , 細胞の破壊も少な く, ま た, 一
定の 細胞密度の浮遊液作製 に好適で あ っ た . 液量が 100
ml を越 える と, 細胞傷害が起 る傾向が増強さ れた .
こ の よう に して得 られ た細胞浮遊液の 細胞密度 を,
血球計算板で計算 し, 適量 の培養液で 希釈して , 細胞
数105/ml近似 の 細胞浮遊液を作り, こ れ を特別 に作製
した ス ポイ ト付 ピペ ッ トで正 確に 5 ml とり, 培養 フ ラ
ス コ に 分注し, 密栓 して 37
0
Cに保 っ た . 培養フ ラ ス コ
は Nロn C(N - 1461)を用 い た. こ れ らの 細胞浮遊液を
継代培養お よ び実験被検細胞 と して 供 した. 分注 に 用
い た ピペ ッ トは先端が細 い と細胞 を傷害する の で , あ
る程度の 太さ の も の と し た. また , 培養フ ラ ス コ に 分
注後, 37
0
Cの 恒温器 に静置す る ま で の時間に バ ラ ツ キ
が あ ると, 実験条件 が 一 定 に な ら ない と危惧さ れ たの
で, 分注を 2箇の 培養 フ ラ ス コ に つ い て行う毎 に , こ
れ を pair と し て 直ち に 恒温 器内に 静置し,
一 方を実験
群 と し て. 他 方を対照ま た は比 較すべ き実験群 と して
実験を行 っ た .
培養液の 更 新は 24 時間後の 1日 後, お よ び3, 4, 6,
7 日後に 行 っ た .
こ の よ う に して培養さ れ た BeW o細胞に つ い て , 培
養液 へ の 種 々 の ホ ル モ ン お よ び, 抗腫瘍別の 添加が,
細胞増殖に 及 ぼす影響 に つ い て検討 を加 え, また , そ
の 場合の , 培養液中の h C G濃度を測定し比較 した .
ste roid ho r m o n eとし て は, Pr egn e n Olo n e(P N)
(Sigm a), D H A(M er ck), D H A-S (Merck), te StO -
ste r o n e( T ) (Sigm a), P(Sigm a), e Str adiol (E D )
(Sigm a)が添加き れ , さら に h C G ( Orga n o n), また ,
抗腫瘍剤と して m ethotr e x ate( MT X), do x o rubicin
H Cl ( D R C)の 添加時の 効果が検討さ れ た.
ster oid ho r m o n eの 添 加 に お い て は, 予め こ れ を
etha n olに 溶解 した 後添加され た . ethan ol終末濃度は
∩.2%以下 とな る よう に し て 添加 された . な お 対照群 に
658 久
も 同濃度の ethan ol が添加さ れ た･ こ の濃度で は, 細胞
増殖 に 影響 しない こ とが 予め確認さ れ た･
実験に お い て は, 増殖に 及 ぼ す影響 を知 るた め ･ 細
胞密度を測定す ると と も に ,培養液中の申C G を測定す
る た め に, 24時間の 培養液 を採取 し, それ に含 まれ る
h C G畳 を測定 し, 細胞 1箇, 24時間当りの h CG 産生
童を算出した . すな わ ち, 各種濃度の被検添加物質 を
含む培養液 に , BeW o 細胞 を浮遊 し, 恒温器内 に 静置
して, 実験を開始 した 日を第 0 日と し, 第 3 日に 培養
液 を交換 し, その後 24 時間後 に そ の 培養液 を採取し,
そ の
一 部を - 80
0
Cに凍結保存 し, b C G測定に 供 した･
同様の操作を第 6 日か ら 24時間の 培養液 に つ い ても行
っ た . ま た, b C G測定用 の 培養液 に 交換 す る 際, す
なわ ち, 第 3 臥 第6 日の 培養液交換に 際し て は, そ
れ 以前 に産生さ れた b C G を充分に 除去す る目的で , 細
胞 を3 回以上培養液で洗 っ た後, 新 しい 培養液を注入
した .
hC Gの測定 に は, 近年開発さ れ た ラテ ッ ク ス 近赤外
比濁法 Late xphoto m etricim m u n o a ss ay (LPIA) を
用い た23,2 4). 本法は, 被検液中の b C G を抗原抗体反応
に よ り凝集さ せ る, 免疫学的方法を応用 し, その 免疫
凝集物を , 特製の 比濁計 (三菱化成工業 Ty pe P l) で
定量する 方法で あ り, r adioim m uno ass ay法 (RIA)
と異な り, 放射性物質 を全く 用 い な い の で, 随所で実
験が で き, 定量法も 比較的簡便で精度
･ 再現性 な ど測
定結果の 面で も , 充分満足で き る結果が得 られ た･
本実験で は, 1回の 測定 に 0･6 ml の被検液が供 され
た. 予 め作製され た , b C G濃度と吸光度の 増加速度と
の 関係 を表わ す , 標準曲線 は図 1 の如く で あ っ た ･ 図
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に 示 す 如く, 両者の 対数 の 間に は, ほ ぼ直線的関係が
み ら れ, 本実験 に お け るb C G の測定 に 適す る濃度は
h C G O.04～ 3 I U/mlの 範囲で あ っ た . こ れ より高浪
の 試料 は, 適宜希釈 し て定量を行 っ た .
標準曲線 は毎回作製 され , そ れ に 従 っ て bC G量が算
出され た. なお , 本実験に 使用された hC G標準品は1525
IU/m g の も の で あ っ た .
細胞密度の 算定に 当 っ ては,1被検体 の算定には1培
養 フ ラ ス コ を供 した. す なわ ち, 被計測検体培養フラ
ス コ の 細胞 に , 前記同様 の T E液処理 を行 い , 全体を
-一 定量の 単個細胞浮遊液 と し, そ の 細胞浮遊液中の細
胞密度 を, 血 球計算板 を用い て算出 した. 1検体に つ い
て 6 回以 上算出し, 平均値を も っ て, その 検体の細胞
密度と した. 一 般に , 細胞密度が 小 さ い 場合は, 細胞
浮遊液作製時, 希釈培養液量を多くす る と, 密度の濃
淡の 偏差が大 き く なる傾向が あ っ た の で , 液量 を適宜
調節 し, ま た, 8回以 上 算出 した. 本実験条件下では,
一 般的に ,1 培養 フ ラ ス コ に つ い て の 単個細胞浮遊液量
は 2～ 20ml, 細胞密度は 5～ 50×10ソml程度とするの
が, 細胞密度算定 に便 で あ っ た .
同時に 5箇 の 培養 フ ラス コ に つ い て, 細胞濃度を算
出 した場合の バ ラ ツ キ に つ い て は, 細胞密度の 大小に
ょ りや や異 な るが , そ の 標準偏差が 1.2～ 1 ･7%で あっ
た . 誤差範囲 を標準偏差 の約 3倍 と見積る と±5% 程度
の 誤差 とな り , 充分満足す べ き値 と み なされ た.
培 養液中 に 放出され た b C G 量の 表現 に は,細胞1箇
当 り 24時間 に産生 し た量と した 表現を用 い た. この場
合, 培養液中の細胞数 は, 刻々 変化 して お り, どの時
点 の 細胞密度 を基準に す る か の 問題が あるが, 本実験
で は, 培養24時間の前後の細胞密度 を算定し, その 臥
細胞数が指数位数的 に 増殖 し たも の と み な し, その平
均的数凰 すな わ ち, 積分の 平均値 を算出し, それを
も っ て, そ の 間の 細胞密度の 代表値と し て, 細胞1箇
当りの h CG 産生 童を 算出し, そ の 値 を, その 被検培養
細胞 の h C G産生量 と して, 他の 実験条件群 の もの と比
較 した.
各培養実験 に お い て は, ま ず, 実験 用添加物の 人ら
ない 培養液 をも っ て作製さ れ た, 細胞密度 川
5/mlの 単
個細胞浮遊液 を, 正確 に 5 ml ずつ , 予 め準備された数
10箇の 培養 フ ラ ス コ に 分注 し,37
0
Cに 24 時間静置した･
24時間後の 細胞数 は 1 培養 フ ラ ス コ 当り 約30×1u哺
後 に 減少し た.
こ の 24 時間後を実験第0 日 と し, 培養 フ ラ ス コ を群
分 け し, 各群 それ ぞ れ所定の 培養液と交換し, 実験を
開始 した . 培養液交換は, 前記の 如く第 3, 4, 6, 7 日
で あ っ た .
培養 フ ラス コ 内の 総細胞数の 変動の 比較 にお い てほ ,
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実験第0 日の 細胞数 を 1 と し, それ と の 比 で 表現 し た･
各実験 にお い て は, それ ぞれ 同実験を 3
～ 5 回繰返 し,
その 平均値を求め て比 較検討し た. 各種添加物を添加
した実験群は, 原則と して , 各種濃度群 4群お よ び無
添加対照群の 計5群 に つ い て比較 し た. 添加 ste roid
borm o n e濃度は, m Ol 濃度で表現 す る の も
ー 法 で あ
るが, 本実験 で は
一 般的な便の た め, 実重 量 の 終末濃
度で表わ した.
成 績
Ⅰ. 培養 BeW o 栄養膿 細胞の 増殖に 及 ぼ す etba n ol
添加の 影響
終末濃度の 0.1, 0.15, 0.2, 0.25%の 割合 に な る よ
うに etha n ol を培養液に 加 え, BeW o 細胞 を培養した
場合の 細胞増殖速度 は eth anOl無添加 の 対照 群の それ
と, ほと ん ど全く差が 認め られ ず, 細 胞自身お よ び細
胞集団の 形態学的変化も , ほと ん ど認め ら れ なか っ た .
こ の結果 か ら ste r oid ho r m o n eの etha n ol溶 液 の
etba n ol終末濃度が 0.2%と なるよう に して添加 した.
-一 方, etban ol終末濃度が 0.5% とな る と, 細胞増殖
は, 対照群の 細胞数 を100 と す ると, 平均 86.5 で, あ
る程度増殖が抑制され た . 1%で は 62.7 と かな りの 抑
制がみら れた. 細胞の 形態学的変化, 細胞破壊も み ら
れ, 1.5%で は, 4 日後 に は ほと ん どす べ て の 細胞 が破
壊され た.
ⅠⅠ. 培養 BeW o 栄養膜細胞の 増殖 に 及 ぼ す h C G添
加の 影響
.hC G を20O I U/mlの 終末濃度 で培養液に 添加 して 培
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Fig･2･ Effe ct of additio n of pregnenolo n e o n cell
populatio nin c ultu red hu m a n cho rio c a rcin o m a
Cells(BeW o lin e)
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とん ど全く影響 はみ られ な か っ た .
HI. 培 養 BelⅣ 0 栄養膜細胞 の 増殖 に及 ぼ す ste r oid
bo rm on e添加の 影響
培養 BeW o 栄養腰細胞培養液 に , P N, P, E, D H A,
D H A- S, T な どの 各種 ste roid を, 終末濃度 2.5, 5,
10, 20〝g/mlの 濃度 に添加 し, 7 日間培養した場合の,




BeW o 細胞の 増殖に及ぼす pr egn en ol n e添加の
影響
P お よ び D H Aの pr e cu r so rで あ る pr egn e n ol n e
(P N)を, 培養 BeW o 細胞の 培養液 に添加 した場合の
細胞増殖 は図2 に 示 す如く で あ っ た . 横軸に 培養日数
を示 し, 0 は P N添加投与前で あり, 1～ 7 は P N添加
後の 日数 を示 した. P N添加第 3 日か らの 24時間お よ
び第 6日 か らの 24 時間の 培養液 に つ い て, 培養液中に
含有 され た h C G 量 を測定した. 縦軸 に は, PN 添加後
の 培養 フ ラ ス コ 中の 細胞数と P N投与前 の そ れ との比
をと り, そ の 比 を10 を底と した対数で表わ した. すな
わ ち,









な ど で あ っ た こ と を意味 してい る.
P N を添加せず, 終末濃度 0.2%の ethanolの み を添
加 した対照群で は, 細胞数は指数位数的に , す なわ ち,
片対数グ ラ フ上 で は ほ ぼ直線的 に 急激な増加を示 し,
第 7 日で は, 第0 日の 平均19.4倍 とな っ た . P N添加
に より , 増殖 はあ る程度抑制され , 第 7 日の 第 0 日に
対する増加比 は, P N 2.5J`g/ml群で は平均 16.6倍と
や や低下 し, 5J(g/ml群 で は平均 7.6倍 で あっ た . P N
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Fig. 3. Effe ct of addito n of pr ogester o n e on cell
populatio nin c ultu r ed hu m an cho rioc a r cin o m a
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ん ど停止 した . 20〟g/ml で は, 第 3 日 で約 0.17倍 すな
わ ち約 1/5 と激減 した.
B . BeW o 細胞の 増殖 に 及ぼ す pr oge ster o n e添加の
影響
pr ogeste ro n e(P) 添加が, 細胞増殖に 及 ぼす 影響 は,
図3 に 示 す如 く で あ り, P Nに 比 し BeW o 細胞に 対す
る増殖抑制効果が大であ っ た . 第 7日の細胞数の第0 日
の それ に 対す る比 は, P 非添加対照群で は平均 24.0倍
であ っ たが,P2.5ノJg/ml添加群 で は平均 7.3倍と対照
群の約 1/3に 低下し た. P 濃度 が 5〟g/mlに なる と平
均 1.3倍 と細胞増殖 は停止 し,10/(g/mlで は第 3 日で
平均0.55倍,20〝g/ml では平均 0.23倍 と減少 した.
C . BeW o 細胞の増殖に 及ぼ す e stradiol添加の 影響
estradiol(E D) 添加の場合は図4 に 示 す 如く であり,
第 7日の 増加比 は平均 21.6倍 で あ り, E D 2.5お よび 5
〟g/ml添加の場合の それ らは, それ ぞれ平均 11.0 お よ
び 0･87倍で あ っ た . ま た , ED lOお よ び 20/Jg/ml添
加の 第3 日の 増殖比 率は, そ れ ぞ れ 平均 0.16 お よ び
0.07倍 と激減 した .
E D添加 の場合の BeW o 細胞の 増殖に 及 ぼす抑制効
果 は, 同 一 量で あれ ば,P の場合よ りや や 強い 傾向が認
め られ たが , 全体の 増殖速度 に つ い て は, ほ ぼ同様の
結果が得 られ た.
D . BeWo 細胞 の 増殖 に 及 ぼ す dehydr o epia ndro-
ster o n e添加の影響
dehydr o epia ndro ster o n e(D H A)添加の場合 の 成績
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Fig. 4. E 庁e ct of ad dito n of estr adiol o n c ell
population in cultu r ed hu m a n cho rio c a rcin o m a
Cells(BeW olin e)
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照群, D HA 2･5, 5･ 10鵬/ml添加群それ ぞれ, 平均
30･1, 25･6, 16■1, 7･6倍で あ り, 軽度の BeW o細胞
増殖抑制作用 を示 した . ま た, D H A 20〃g/ml添加の
第4 日の 比 は ,平均 2･0倍で対照群の それ は 11.4 であ
っ た
.
E . BeW o 細胞の 増殖 に 及 ぼ す dehydro epiandr｡,
sterone sulfate 添カロの 影響
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Fig･ 5･ E ffe ct of ad dito n of D H Ao n c ellpopula･
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Fig. 6. E ffe ct of additio n of D H A-S o n ce11
populatio nin c ultu red hu m a n chorio c a rci(一りm ;
l
tq ells(BeW oline)
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り, 著明な変化は認 め ら
れ な か っ た ･ 対 照群, DHA-
s2.5, 5t lO〟g/m
l添加群の 第 7 日の 比 はそ れ ぞれ 一
軍均28･8,26 ふ 26･8t25
･4倍 であ り, D H A- S 20〝g/
mlの第4日 の 比は平均 8･5倍で あり, 対照群
の そ れ は
1Q.4倍で あっ た ･
F. BeW o 細胞の 増殖 に 及ぼす testo ster o n e添加の
影響
test｡ Ster O n e(T)の 添加の瘍合の 結果 は図7 の 如く
であり, D H A添加と ほぼ 同様の BeW o 細胞増殖抑制
結果を示した ･ 対照群, T 2■5, 5, 10〃g/m
l添加群の
第7 日の 比 は, それ ぞ れ平均, 14･9, 12･4, 10･5, 5･7
倍であり, T 20〟g/ml添加の 第 4 日の 比 は平 均 0
･8 7倍
であり, 対照群の それ は 4･2倍であ っ た ･
ⅠⅤ. 培養 BeW o 栄養膜細胞の h C G産生 量 に 及 ぼ す
ste r oid bo r m on e添加の 影響
_培養BeW o 栄養膜細胞培養
液を第 3および 6 日に 交
換し, それ ぞれ 24時間後 に そ の 培養液 を採取 し･ 液中
のhC G濃度を測定し , 同時に その 24時間の前お よ び
後の 細胞密度 を測定 し, こ れ ら に 及 ぼ す 添加各種
如 r oid の影響を検討 し, 次の如き 結果 を得た ･
A. BeW o 細胞の h C G産生 に 及ぼす pr egnenolo n e
添加の影響
P N を添加した場合の第3日 より の 24時間の培養液
中の b C G濃度の 変化は, P N添カ口演度 が増大す る に 従
っ て減少した. P N終末漉度 2.5, 5, 10J`g/ml に お け
るbC G濃度は, それ ぞ れ対照群の 約2/3, 1/2, 1/5 と
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Fig.7. E ffect of addit o n of testo ster o n e o n C e11
POpulatio nin c ultu r ed hu m a n cho rio c a rcin o m a
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向を示 した. 本実験で は P N を1叫 g/ml添加 し, 第 6
日よ り 24時間の もの で も b C Gの 産生が 認め られ た.
前記 の 如く, BeW o 細胞増殖 は P N添加洩度の増加
と共 に抑制傾向が強 く なり, 添加 P N濃度が大 きい ほ
ど細胞密度 は小と な っ た .
上 記の如 く, 添加濃度の増力ロと共に b C G濃度お よ び
細胞密度両者共減少 した が, 両者の関係 を推定す る目
的で, 細胞 1箇当り 24時間の b C G産生量の 算出を試
み た. こ の場合, 細胞密度や細胞の広が り, 培養液 と
の 接触, 培養液中の bC Gの濁度勾配, また添加物 に よ
る細胞増殖抑制 ない し細胞の損傷 ･ 破壊な ど種々 の影
響が加 わり , 実験条件はか な り複雑と なる と思考され
るが ,
一 応単純 に,培養 24時間の培養 フラス コ 中のb C G
総量を総細胞数 で除 し,得 られ た数値 を比較検討 した.
な 玖 細胞数は, 前記の 如く 24時間の 前 と後の敷か ら,
それ が 指数位数的に 増加 した と仮定 して, そ の積分の
平均値 を求 め, そ れ を平均細胞数と して, こ れ をも っ
て b C G量 を除 した. この よう に して得られ た結果 は図
8に 示 す 如くで あ っ た . 横軸に は添加 P N濃度 を示 し,
縦軸 に は細胞 1箇当り 24時間の い わば b C G産生量 を
〟I U/細胞･24時間を単位 と して表わ した . また こ の よ
う に して 表わ さ れた も の を産生量 と表現す るの は必ず
しも適確 で は な い と思考され る が本論文で は 一 応 そ の
よう に 表現 した .
第 3日の も の で は, 添加 P N濃度 が 2.5, 5, 10JJg/
ml と増加 して も, 細胞1箇当り の数値に は著明な変動
はみ られず,P N添加に よっ て細胞増殖は抑制され るが ,
細胞の h C G産生分泌能 は抑制され ない も のと推定され
た
.




























- - ● ヨ 一 句th doy
Pregn enolOn e





5 1〔) 15 20
con ce ntrotlon Of st erol d (J}g/ml )
Fig. 8. Effect of pregn en ol ne on h C Gs e cr etio
n
r ate in c ultu red hu m an cho rioc a r cin o m ace11s
(BeW olin e)
662
P添加 に よる BeWo 細胞密度 お よ び培養液中h C G
濃度 は, 添加 P濃度が増加す る に従 っ て共 に減少 した
が , 各濃度に お ける値の非添加対照群 の それ に 対 す る
減少の度合 は, 細胞密度の減少度合 よ一り も h C G濃度 の
減少度合の方が強く, 10〝g/ml添加 で は, P で は E D
の場合 に 比 し, より 多くの細胞 が な お存在 して い る の
に 拘 らず, h CG 濃度は測定感度以下 の 濃度に 減 じ た.
P 添加の 場合 の 結果は図9 に 示 す如 くであっ たが ,P 添
加 に より BeW o 細胞の h C G産生分泌能は抑制 さ れる
傾向が認め られ た.
C . BeW o 細胞の h C G産生に 及 ぼす estradiol添加
の 影響
E D添加の場合も, BeW o 細胞密度お よび培養液中
h C G濃度 は両者共, 添加 E D濃度が増加す る に従 っ て
減少 したが , P添加の場合 と異な り,5JJg/ml以 上 の添
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保
て bC G濃度の減少度合 は相対的に 強くなく, 従っ てED
添加 の場合の細胞 1 箇当り の h C G産生量は図10に示
す 如く に , 5〃g/ml以上 の E D濃度以上 で は急増した.
D
.
BeW o細 胞の h C G産生に 及 ぼす DH A添加の影
響
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組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関する 内分泌学的研究
bC G濃度は減少した が, その 減少度合
は細胞増殖抑制
の度合とほぼ同
一 であ り , 従 っ て細胞1箇当り の h C G
産生童は図11 に示 す如く, 添加
D H A濃度に 拘 らず,
ほぼ
一 定で あっ た ･
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D H A･S添加の 場合 は, そ の添加濃度が増加 して も
h C G濃度 はほ と ん ど変化 をせ ず, 細胞1箇当りの h C G
産生畳も図12に 示 す 如く, ほぼ 同
一 で あっ た.
F
.
BeW o 細胞の h C G産生に 及ぼす te sto ster o n e添
加の影響
丁添カロの場合は,h C G濃度は添加 丁 濃度の増加と共
に 軽度 に 低下 した が,細胞 1個当りの b C G産生量は図
13に 示 す如く , ほ ぼ 一 定の値 を示 した.
Ⅴ . 培養 BeW o 栄養膜細胞の 増殖お よ ぴ b C G産生
量に 及 ぼす抗腫瘍剤添加の 影響
BeWo 栄養膜細胞は絨毛癌よ り分離樹立さ れた細胞
系で , 本来悪性細胞 で あるの で, こ れ に 対す る抗腫瘍
剤 m ethotre x ate (M T X) お よ びdo x o r ubicin H Cl
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共 に終末濃度1, 5, 10, 50喝/mlを添加 した. そ の場
合の細胞増殖に及ぼ す影響は, 図14, 15に 示 す 如く で
あ っ た .
M T X lng/ml添加で はほとん ど増殖抑制効果はみら
れ な か っ た
.
5ng/ml添加で は,細胞数の増加が停止 な
い し は軽度減少傾向を示 したが ,培養 5～ 6日日頃よ り
細胞数の増加す なわ ち増殖傾向が現われ た . 10ng/ml
添加で は, 第7 日で当初細胞数の約 1/10 に減 じ 50ng/
ml で は さ らに 減少 した.
一 九 D R C添加で は, 1ng/mi の場合の増殖抑制効
果は さ ほ どで はなか っ たが ,5ng/ml添加で は M T Xの
10喝/ml添加よ り強い細胞減少作用を示 し,10,50□g/
ml で はさ らに 著 しか っ た .
こ れ らの 場合の h C G濃度 は, M T X.添加 で は 添加
M T X濃度が増加する と漸減 した. 一 方 , 細胞密度 は
M TX 添加 に よりかな り減少 したか ら,1細胞当り 24時
間の h C G産生畳は, M T X添加濃度 の増加 に 従い か な
り増加 した . また D R C添加で は, 添加 D R C濃度が増
加 して も h C G濃度 はさ ほ ど変化せず, 漸減 す る例も あ
っ た が , 逆 に 漸増す るも の も あ っ た . D R C添加 に よ り
細胞密度は相当減少 した か ら, 1細胞当りの b C G産生
量は, D R C添加溝度の増大 に伴 っ て, h C G濃度 は著明
に増大 した.
考 案
胎児 にお い て副腎の体重に 対す る相対的重量が, 他
臓器 や成人の それ に 比 して極 め て大き い こ とは古 くか
ら知 られ て お り, ま た, その 増大 して い る皮質部分は
形態学的 にも特異であ り, 胎児層fetalz o n eと 呼称 さ
れ て き た3). い わ ゆ るfetal z o n eの 生理学的意義 の 一
つ と して は,大量の副腎性 androgenの分泌が ある4
～ 7)
.
その 主要分画は dehydr o epiandr o ste ro n e(D H A)とく
に そ の 硫酸結合型 s ulfate(D H A- S)の 形 で分泌され
ると さ れ, そ の 分泌は胎児下垂体 か らの A C T Hに 主 に
支配さ れ ると され て い る .
一 方, 妊娠中は母体内に は大量 の estriol(E T)が存
在 し, 子宮脱落膜 ･ 筋層, 子 宮頚部組織, 腫上皮, 乳
腺, その他の 組織 に種々 の 妊娠 ･ 分娩維持に 必要な生
理学的作用 を呈し てい る. こ の E T は胎児副腎皮質か
ら分泌さ れ る D H Aに 由来 し, そ の c o n v e rsio nは胎盤
絨毛膜組織で さ れ る8～ 1 3)
胎盤絨毛膜組織 で は栄養膜 trophobla st(T B) が ホ
ル モ ン 産生, 転換, 分泌の 場 とな る. T B は, 形態学的
に cytotrophobla st細胞 (性) 栄養膜 (C T B) (La n･
ghahs細胞層)と, Syn Cytiotr ophobla st合胞細胞(性)
栄養膜 (S T B) と に 2分さ れ るが, そ れ らが どの よう
な 内分泌学的役割 を果 して い る か につ い て は, そ の 詳
保
細＼は な お不分明で あ る25
~ 2 7)
完成 さ れた h C G は S T Bに 局在す る か ら, 少なくと
も h C G の分泌 に は ST Bが関与 して い る ことは明らか





一 方, C T B の急激に 増殖する妊娠
初期 に 一 致 して, 絨毛膜組織か ら の b C G分泌量が急増
し, C T B の増殖減退 に 一 致 して ,hC G分泌 量が低下す
る こ とや , S T B は形態面や増殖分裂面で, 他の 内分泌
機能 を有す る 一 般細胞 とか な り異な っ て い る ことなど
か ら ,C T B が胎盤 に お ける 内分泌面で 重 要な役割を果
して い る もの と推定 され て い る.
ま た, 同 一 部位 に あ る 1 ない し 2種類の 細胞から,
h C G, h P L, P, E T な ど数種の pr ote oho r mo n eと ste.
roid ho r m o n eと が 分泌 され て い る こ と も,胎盤内分泌
面の特殊性 の 一 つ で あ る.
こ れ ら胎盤内分泌面の 研究に は, 古く か ら種々の方
法が 用い ら れ, 胎盤組織 ho m oge nate か らの ホル モ ン
抽 出分析, 絨毛膜組織切片の短時間培養, 胎盤還流に
よ る研究な どが あ り, 種 々の 新 しい 知見が得られてき
て い るが , 実験 方法や条件の制限, 限界や困難性のた
め に 一 つ の 限界を超 え られ な い 現 況で ある. また動物
実験 も多く行 なわれ てい る が, 胎盤の形態学的, 機能
的機構に 種特異性 が強 く, 動物実験で得 られ た結果と,
ヒ ト に お け る場合と の 関連性 は, か な り稀薄となるも
の と推定 され る.
出来る だ け単純な実験条件下で 上 組織の内分泌面を
研究す る 方法 の 一 つ に , 長時間in vitroで組織培養を
し, 種々 実験条件 を人為的 に 変え て その 反応をみる方
法がある . 一 方, 正 常な trophobla st の継代培養は, 現
在不可能で あ る. 今日, 継代培養 しう る の は, 悪性の
tr ophobla st の み で あ る. 本 実験 で 被検材料とした
BeW o 細胞系も じ 卜妊 娠性絨毛 上 皮腫 に 由来する悪性
の 細胞である2 9. 3 1). こ の 場合, 悪性 trophoblastから得
られ た結果 か ら正 常 trophobla st の場合 を類推すること
は, 必ず しも容易で はな い が , か な り の 参考に なるも
の と思 考さ れ る. BeW o 細胞 は合胞細胞で はなく単 一
細胞 u nic ellularで ある が, 正常 な S T B同様か なりの
hC G を分泌す る.
BeW o 細胞は, 一 種類 の 細胞で あ り, その 一 種類の
細胞 か ら h C G, h P L, pr OgeSte rO n e, eStrOge nを明ら
か に 分泌 して い る . こ の よ う に 単 鵬 細胞か ら prote o･
ho r m o n eと ster oid ho r m o n eの 両者 を同時に分泌する
こ と は, 胎盤由来細胞 に の み み られ る 特異な こ とで,
生体 内の 他の 内分泌臓器 に は み られ な い 現 象で ある.
こ の 細胞内の ホル モ ン 合成, 転換, 分泌機構は, 胎児
副腎皮質の D H A分泌機構 と共 に , 産科内分泌字面で
極め て 重要 な興味あ る問題で あ る.
BeW o 細胞 の 培養で は pH 低下が比較的速く, 本実
組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関す る 内分泌学的研究
簸では培養液中に 隣酸緩衝液
が含 まれ て い るが , 培養
フラス コ 中の細胞密度の 大小 に 極端な善 が あれ ば, 相
互間に多小の pH の相違も現われ るも の と思わ れ, 実験
条件のよ り厳密化の た め に は･ 混合緩衝液の強 さな ど
の検討も必要と思われ た ･
ster oid ho r m on eは 水に 難溶性 である の で , 予め
曲 a nolに 溶解 した後, 培養掛 こ滴下 し充分混合 した ･
本実験で使用した培養液に は血清と して F BS が 10% 混
和されてい るの で, Ste rOid ho r m o n eの溶解状態 は,
生体内血清中に お ける溶解状態 に 近似 し て い る も の と
考えられた. 組織培養 に お ける etha n ol添加の 終末濃度
につい て は, 細胞の 種類 や実験条件 に よ り種々 で あ る
が,
一 般に 1%以下の もの が 多い . BeW o 細胞 に 関 して
はPN をetha n ol終末濃度 1%となるよう に して添加 し
た実験な どが ある が
32)
, 本実験の結果か らは, 適量 に す
ぎるとみなさ れた.
ster oidhor m o n e添加濃度 と して は, m Ol濃度 とす
るのが実験条件 と して は厳密であ る が, 本来, Ste rOid
hor m o n eの 生物学的作用量 は互い に o rde rが 異なり,
たとえば生体では 一 般 に P は ED の 1000倍の単位で作
用する. また分子 量は E D 272, D H A 288, T 288, P 314,
P N 316, D H A-S 368 と ある程度の差 はある が, それ
ら各ster oid ho r m on eの 作用 の傾向と比較す る上 で は,
必ずしも著明 な差 で はな い とも い える . 従 っ て, 本実
験では 一 応, 重量濃度と し, 各 ste r oid ho r m o n eす べ
て同 一 濃度の もの に つ い て比較検討 を行 っ た.
本実験では, 培葦中増殖した細胞数の算定に 1 回 1 培
養フラス コ を供 したが , 培養フ ラ ス コ 間の 偏 差をよ り
小さくする目的で , 恒温器内の温 度差が ない よ う に 留
意し, 各シ リ ー ズ培養 フ ラ ス コ をな る べ く atr a ndo m
に恒温器内に 置くよ う 留意 し, 数台の 恒温器 を同時 に
用いる場合に はその よ う な点に とく に 注 意した . 別の
実験で 培養温度が数度低下す る と, 実験 結果 に 明 らか
な差の 生ずる こ と を確め たが , そ の よ う な点か ら も恒
温器内に 静置する部位に 留意す る こ と は, 実験条件 を
･一 定に する上 で重要な こ と と み な され た. 一 つ の 実験
にお い て, す べ て の 培養 フ ラ ス コ を 一 つ の 恒温 器 内に
′
静置し得れ ば実験条件 をよ り良くする こ とがで きるが,
その ために は培養 フ ラ ス コ の 大き さ, 形状 を選 択す る
ことも ー つ の 要素と な る. ま た, 本実験 で は , 37
0
Cに
おけるもの に つ い ての み 比 較を行 っ たが ,37
O
C は BeW o
細胞に と っ ては至 適温度 で あるの で , 非添加対照群の
細胞増殖速度や bCG産生 量が, 細胞の 有 す る能力の 最
大限で あ っ て , 何 らか の 促進物質 を添加 し ても , その
至適温度で は それ以 上 増加値と な っ て 現われ ない こ と
もある とも考えら れ る. 従 っ て, これ らに 対 する促進
物質の 存在を検索す る実験の 場合に は, 培養温度や培
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衰液組成 な どの培養条件をある程度低劣なもの として,
そ れ ら細胞の有す る能力の 一 部を潜在能力化 した 条件
下で, 実験 を行う のが 適 してい る の で はな い か と 思考
さ れ た
.
b C G測定 に は, 免疫凝集物 を比濁計で測定す る新 し
い 方法 を選択 した が, 本法は放射性物質も全く使用 せ
ず, また , 簡便で 再現性も良好 で あっ た の で , 本実験
な どの目的に は極 めて 適 して い る と考 えられ た 犯 2 4)
h C G が BeW o 細胞増殖に どの ような影響を与 えるか
を検討する 目的で ,終末濃度 200IU/mlの hC G を添加
したが, 生体 内で は悪性絨毛組織 は正常絨毛膜組織の
数倍な い し数十倍 の h C G を分泌す るか ら,組織培養 に
お い て も, も し正常絨毛膜組織の ま ま継代培養が可能
と すれ ば , BeW o 細胞な ど悪 性細胞 はそれ ら より相当
大量の h C G を分泌 して い るも の で あろう . 正常妊婦血
中の b C G濃度は , 最高値の妊娠7～ 10週で は 50～ 100
I U/ml で あ る33
- 3ミ) こ れ らか ら ,h CG添加濃度 をと りあ
えず 200 IU/ml と した. こ の 値で ほ とん ど全く影響 が
みら れ なか っ た の で, それ 以上 の値 に つ い て は実験 を
省略 した.
h C Gを分泌 した細胞が , 自己の 分泌した h C Gに よ り
影 響 を受 ける こ と は無い の か も しれ ない が, 一 般生体
で は 内分泌 学 的 に fe edba ck 関 係 を も つ prote o･
ho r m o n eと ster oid ho rm O n eを 同 時 に 分泌 す る
BeW o 細胞 に お い て は, 何 らか の 影響 を受ける と い う
こ とも絶対無い と も断言しき れ な い . b C G は生物作用
面で は黄体化 ホ ル モ ン 1uteinizingho r m o n e(L H) と
極め て類似 してお り, 臨床的に も, 排卵促進 に L Eの
代り に h C G が用い られ , 有効な成績 を示 して い る が ,
大量の P 投与が LIi を抑制 す る よ う に , 大量の P が
h C G分泌 を抑制す る と い う生体 に お ける実験的根拠 は
乏し い . た だ, 妊娠11週頃以降の 急激な h C G分泌低
下 は,h C Gに よ る 妊娠黄体 か ら分泌 され る大量の P の
た めに , い わ ば fe ed ba ck 的に h C G分泌が抑制され た
の で は な い か と す る推測も ある . h C Gの 生理学的意義
に つ い て は, な お不 明な点 が多い . 妊娠初期に hC Gの
作用 に よ り母体卵巣 よ り大量の P を分泌 させ , そ れ が
子 宮内膜 の 脱落膜化を生 じ胎芽の 発育を安全に す る こ
とは疑義の な い こ と で ある が, 一 方, 臨床面で . 妊娠
合併の 両側卵巣腫瘍また は ,残存 一 側卵巣の 腫 瘍化で,
妊 娠 8過以後 に 卵巣組織 をす べ て摘除 しても, 流産 そ
の 他の 障害は ほ とん ど全く起 らな い とされ てい る1り 7)
これ は T Bか ら分泌 され る P が作用 を代行するた めと
され る が, 妊娠 ごく初期 に , 全 卵巣組織を摘除して も
流産 が起 らな か っ たと す るも の も少なく な い .
その よう な観点や, 胎盤由来 P が 大量 に分泌され る
妊娠後半期 に も 大量 の P が分泌さ れる こ とか ら考 える
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と, b C Gに は母体卵巣黄体化以外 に何 らか の 生理学的
生物学的作用が 存在 す るの で は な い か と 思考 され る･
これ らの検索に も絨毛膜の組織培養 に よる研究は, 種々
解明 の端緒 を与 える可能性 を有す る も の と患わ れ る･
pN は P お よび DH A のpr e c u rs or で あり, 妊娠 中,
血中 P N濃度 は, その経過 と共 に増加 し, 末期で は約
2.5〟g/dl と な る
3 6)
･ また , P の血中濃度は , 妊娠 机
中, 末期で はそ れ ぞれ 約 1, 5, 10〟g/dl で ある
3膵 ) 一
方, 胎盤か ら胎児 へ 帰 る臍帯静血 中 P N濃度 は, 約7
〟g/dl で
3 7)
, P濃度は 70～ 100購/dlで ある
3 6t3 9)
BeW o 細胞の 培養 に お け る P N添加の影響に つ い て
は10〟g/mlの 終末濃度で は培養第3 日で b C G分泌が
停止 した とす る もの が あ るが
3 2)
, こ の 場合, ethan ol終
末濃度 は1%で あるの で, そ の影響に よ るもの と もみな
され る. etba n ol濃度0.2%で あっ た本実験 で は, PN
添加に よ り細胞増殖 は中等度に 抑制 され たが , 細胞の
hC G分泌能 は抑制され な か っ た .
臨床面で絨毛性腫瘍 は,h C G分泌 は急増す るが,P に
っ い て は不定である. 細胞自身が分泌 した P が, その
細胞 に影響 を与える か否か に つ い て は, 理論的に 種々
の問題があり,P と悪性化 した絨毛膜との 関係 とは異る
が , 子宮 内膜癌組織に 対 して ,P が抑制作用 を有 して い
る こと は, 砺床的に も実験的に も実証されてい る. BeW o
細胞に 対 して は, P も ED も共 に , 細胞増殖 は抑制 され
たが ∴細胞 1箇当りの b C G分泌量は, P で は添加濃度
の増加と共 に 減少したが ,E D で は増加 した. 24時間の
培養液中の h C G量を細胞数で除 した もの を直ちに細胞
1箇当りの b C G分泌量 とす る の は,24時間内の 細胞数
が 一 定 してい る場合は, 一 応, 分泌量と して も 妥当で
あ るが ,24時間の 前と後 とで細胞数の激変する場合は,
種々困難な面が生じて く る. すな わ ち, 24時 間の 前で
はある程度の 数の細胞が存在 し, それ に応 じた b C G を
分泌 して お り, 24時間の 後で は極め て少数の 細胞 しか
残存 しな い と い う よ う な場合算出され た細胞 1箇当 り
の h C G量 は極め て大き く な る. こ れ を細胞 の h C G分
洛量増加と い う の はも ち ろ ん妥当で は ない . 本実験で
は, 平均細胞数で除 した か ら, それ ほ ど極端 な くい ち
がい は ない も の と思われ る が , 理 論的に は, 細胞 1箇
当りの b C G畳を直ち に 分泌量 とす るこ と はでき ない 場
合が ある.
ま た, 分泌量 と産生量の語 を厳密 に 区分ずに 使用 し
た が, 厳密に は ごく短時間の 培養液中に 含 まれ る b C G
量 をそ の時の細胞数で除 した も のが 分泌量で あ り,
一
方, 細胞内 に 含まれ る h C G畳も含 めて測定 した場合,
こ れ を産生量と い う べ き で あ ろう.
E Dの 場合, 細胞の 損 像 破壊, 減少が, P に 比 し大
き い 傾向が認 めら れた が , こ れ はそ れ ぞれ の 生物作用
保
に比 して,E Dの 添加濃度が Pの それ に 比 し相対的に大
き い た め と,E D自体 の絨毛膜組織 に対する障害作用に
よる ものと考 えられ た一 動物実験に おい ても E D投与は,
胎児胎盤を障害す る傾向が小さく な い .
胎盤 か ら分泌さ れ る のが E T である こ とも重要な意
味 を有 して い るも の と み なさ れ る･ 胎盤 の ET が, 卵
巣 に お ける ster oidoge n e si と異な り, P か らED を経
て で はな く ,D HA か ら E Dを介さ ずに い わ ば直接的に
E T と な るこ と か らも , E D の絨毛膜組織に 対する障害
性が推定さ れ るよう に 思われ る. 胎 児胎盤系で は,DH A
-S の 大部分が ,16α - O H- D H A- S を経て E T とな
る
.
また, 妊 婦尿中に 排泄さ れる E Tの 90%は胎盤由
来の も の であ り, 他 は母体に 由来す る もの である
. ま
た, 妊婦副腎に 由来 する D H A- S の量 は, 胎児副腎の
それ に 比 し少量 で, 妊婦血中 D HA - S 量は約40～ 20
〟g/dlで 妊娠経過 と共に 減少す る.
一 方, 胎児では臍帯
動脈お よび静脈血中で は, それ ぞれ約 70 お よび4叫g/
dlで ある3 7).
妊婦血中 D H A- S の 1/3 は E D と な り, ま た, 母体
よ り胎児 へ は D H A-S は ほとん ど全く移行 しない40･叫
母体血中 ED 濃度は妊娠と共に 漸次増加 し, 末期では約
9～ 20Ilg/ml と な る
即 2 瑚
D H A- S添加 に よ り, BeW o 細胞の 増殖に も,hC G
産生 に も無影響であっ た こ と は, こ の よう な結合型の
もの は
一 般 に 生物作用 を有 して い な い と い う原則に 一
致す るも の と考 えら れ る. D H A, T 添加 で は軽度の細
胞増殖抑制が み られ た. b C G産生能 に は影響は認めら
れなか っ たが, andr ogen の 大量 は BeW o 細胞や絨毛膜
組織 に 抑制的障害的 に作用 す る の で はな い か と推測さ
れ た
.
D H A, T は D H A
- S に 比 し, 妊婦血中濃度は
微量 で あ り, D H A は約 0.4J`g/dl, T は約0･2jLg/dl
で , T は妊娠経過 と共に増量 す る3 7). D HA は分娩時約
3〟g/dl で, ま た, 分娩直後の臍帯動静脈中 D H A濃度
は約 9 お よび 6JLg/dl で ある
4 0)
.
こ れ ら a ndrogenが,
妊婦, 胎児胎盤に どの よう な影響 を及 ぼ してい るか に
つ い て は , 多くの 面 で なお 不明の 点が 多い .
M T 又 は 主要作 用点が dihydr ofolate reductas eで
あ る葉酸措抗物質で あ り, 臨床的 に も絨毛性腫瘍に対
し て有効で あ る. BeW o 細胞に 対す る作用 としては,
M T Xを0.1～ 1000〝M を添加して培養 した場合瀾胞
数に 著明な変化が認め ら れ なか っ た と する もの もある
が4 5), 本実験 で は, 相当の 増殖抑制作 用が 認められた･
しか し, D R Cに 比 し, 細胞破壊作用 が軽度で ある傾向
が み られ たが , そ の 差 は作用墳構の 差に も由来するも
の と思 わ れ た.
D R C はstr epto myc es v a r･ C a e Siu sか ら得ら れた抗
腫瘍性抗生物質で あ り, その 作用 機構 は D N Aに強掛二
組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関す る 内分泌学的研究
蘇合しで D N A
- R N A合成 を阻害す る･ しか し, 蛋白
合成には ほとん ど影響 しない と され る･ D R C添加の 本
実験で は, h C G産生量の著増が認 めら れ た が,
こ れ は
覿胞障害の た めと もみ な さ れる が, ま た , 何 らか の機
構で細胞自体の h C G分泌能が高ま っ たの では な
い か と
も考え ら れ る . BeW o 細 胞 の h C G産生 に つ い て ,
Actin o myCin D を添加 した場合, h C G分泌は数倍 に,
細胞内b C G濃度 は十数倍に な っ た との報告も ある
46)
･
これらか らも , 細胞障害 とbC G との関連性 各種添加
物質に よる h C G分泌促進作用 な どの 問題 は, 絨毛膜組
織の組織培養 に お ける重要な問題の
一 つ で ある･
結 論
ヒト妊娠性絨毛上 皮腫に 由来する BeW o 栄養膜細胞
系BeW o trophobla stic c ell lin e(BeW o 細胞系) を
被検材料と して, こ の細胞増殖状態 およ び bC G産生量
に及ぼ す pregnen olo n e(P N), pr Oge Ster O n e(P),
estr adiol(E D), dehydr o epia ndr o ster o n e(D H A),
D HAsul fate (D H A- S), te StO SterOn e(T), h C G,
m ethotr ex ate (M T X), do x o rubicin (D R C) 添加の
影響に つ い て検索 し, 次の 結果を得た.
ste roid ho r m o n eは ethan olに 溶解 して, 培養液 に
添加され たが, etha n ol終末濃度が 0.25%以 下で あれ
ば, 細胞増殖速度 や形態面 で対照群と etha n ol添加群
の聞に ほとん ど全く差が認 め られ なか っ た . 本実験 で
は etba n ol終末濃度が 0.2%となるように して添加実験
を行なっ た .
添加 ster oid ho r m o n e終末濃度 は 2.5,5,10,20jLg/
ml であっ た が, 一 般に ster oidhor mon e添加に よ り,
細胞増殖 は軽度 ある い は著明に 抑制され , そ の程度は
添加濃度の 増加に 伴 っ て増強し た. そ の 抑制の 強さ は,
ED および P が最も強く, また E D が P よ り強い 抑制 を
示す傾向が認 められ た
.
E D添加の 場合 は, 第 7日 に お
ける対照群の 細胞増加比 は平均21.6倍で あ っ た が,
ED 2.5,5〟g/ml添加 で は平均11.0,0.87倍と低下 し,
10,20〟g/ml添加で は 第3 日です で に 平 均0.16, 0.07
放と激減した
.
P添加の 場合 は, 第7 日に お け る対照群
の細胞増加比 は平均 24.0倍 で あ っ たが , P2 ふ 5ノJg/
ml添加で は平均7.3, 1.3倍と低~Fし, 10, 20ノノg/ml
添加では第3 日で 平均 0.55, 0 .23倍 と減少 した.
細胞1個当 り 24 時 間 の hC G産生 分 泌 量 は, E D 5
〟g/ml以 上の 添加濃度 で は,E D濃度の 増加と共に 著し
く増加し たが, 一 方 ∴P 添加の 場合で は, 濃度の 増加と
共に減少する傾向が認め られ た.
P N添加の 場合の 細胞増殖抑制の 程度は中等度で あ
)ー, DB A, T 添加 で はそ の 抑制は軽度で あ っ た . ま た,
DH A-S, h C Gに は ほと ん ど全く抑制作用 は認 めら れ
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ず, 対照群 との 間に 著変は認め られ な か っ た . 細胞 1個
当りの hC G産生真に 及 ぼす 影響では,P N,D H A, D H A
- S, T の 添加濃度が変化し て も,細胞の h C G産生量は
ほ ぼ 一 定値 を保 っ た .
M T X, D R C の添加濃度は 1, 5, 10, 50ng/ml で あ
っ たが , BeW o 細胞増殖 に 及ぼ す影響で は,1ng/ml で
は共に さほ どの 効果は なく ,5ng/ml で は, M T X の場
合は細胞数の増加が停止 し, D R C の場合は急激 な減少
を示 した. そ の 細胞破壊作用 は濃度 の 増加 と共に 増大
した . 細胞 1個当り の b C G産生量 は, D R C の場合 に は
濃度の増加に 伴 っ て著明に増加 したが,M TX の場合 に
は濃度の増加 と共に 中等度 に 増加 した.
終りに指導 と校 閲をい ただい た西 田悦郎教授 に深甚の 謝意
を表 します. また, 種 々 の面 で教示, 協力い ただい た井本 ,
寺田博士始め 各教官, 穴田, 相川, 中川, 山崎, 荒木各技術
貞 に感謝 し,併せ て技術面 で指導 を賜 っ た本学が ん研究所分
子免疫部右田教授 に感謝致します.
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Effect$ Of Ster oid Ho rm O n e$ and Antin eoplastics o nGon adotropin Pr odu ctio nbyTropho･
blastic Tt m orh Tissu eC dtur e Tadashi Kubo, Departm e nt of O bstetrics a nd Gyn ec ology
(Director: Pr of. E. Nishida), Scho ol of Medicin e, K an aZ aW aUniversity, Ka n aza w a, 920- J.
Juzen Med. So c., 91,6 5 5- 670(1粥2)
A bs仕act
A study w a s m ade of t he effe cts of ad ditio n ofste r oid ho r m o n e s a nd a nt ine opla stics o nthe
C ellula rgr o wthand the hu m a n chorio nic go n adotr opin (h C G)produ ctio nin ahu m a ntr opho-
blastic ceu lin e(BeWo line)in tissu e c ultu r e･ Ho r m o n es a nd antin e opla sticsused in this study
W er ePregnen Olo ne(P N), dehydroepia ndroster one(D H A) and its sulfate(D HA-S), teStO Ster O n e
(T), PrOgeSter O ne(P), eStr adiol(ED), hC G, m ethotre x ate(M T X), a nd do x o rubicin(DR C).
T he steroids w e r ediss oⅣed in etha n ol a nd ad ded to the c ultu r e m ediu m . T he fin alc o n c en.
tratio n of ethanOI w as O.2% in the m ediu m . Itw as pr e vio u sly c o nfir med that etha n olhad
no effects o nthe cellulargro wt hu nde rtho s e c o nditio ns. T he c o ntr ol m ed iu m w a sthe mixture
CO ntain ing 5 0% WaYm Out h
'
s M B 7 5 2/1, 4 0% G ey
'
s bala n c ed s alts olutio n a nd l O% fetalbo vin e
Se r u m.
T he h C Gco n centratio n sin the m ediu m in c ubated for2 4hr w e re mea su red by m e a ns ofa n e w
m et hod
,
1atex photo m etric im m un o assay (L PI A). T his m et hod is a n im m u n o a ss ay by n e ar
infr a red tu rbidim etry of late x agglutination re a ctio n.
T he c enular gr o wt hof BeW o cell 正ne wasinhibited by ad ditio n ofste roids. T he degre e of
in hibitory effect at the co n c entr atio n of ste r oids r a nging 2.5
-2 0FLg/ml w a s a sfollo w s: E D>P>
P N>D EA >T>>I) H ALS. D H A-S had ap proxim ately n oinhibito ry effe cts. P or ED atfin al co n c en･
tration of 5p g/mlstop ped the in c r声aSe Of cellpopulatio n. Cellpopulatio n s o nthe 7thday of
incubatio n withster oids w er e ap proxim ately equal to tho s e■o n the sta rting day, While tho se
inc reased by 2 0 to 3 0tim e safte r7 days of in cubatio nin the c o ntr ol m ediu m wit ho utste roids.
T he am O u nt Of h C Gpe r2 4 hr pe r c ell in the m ediu m dec r e a sed a c c o rdingto thein cr e ase of
C O n C e ntration of P
,
O n the othe rha nd
,
that w as r e m a rk bly in c r e ased in the c a s e of E D. D H A,
D H A-S
,
and T had ap proxim ately n o effe ct o n h C Gpr oductio n r ate . T he additio n of hCG
CauSed n oinhibitio n of t he cellulargro wth.
M T Xand D R C inhibited the ce11ula rgro wth intensiv ely. M or einte n siv einhibitio n ofthe




T he am o unt of hCG pe r24 hrper cellinthe m ediu min cr e ased re m arkably l nthe c ase of
D R C. Relatio n sbetw e e nthe mal ign a n cy of tr ophobla stic c ells a nd the effe cts of ster oids,
and a ctio n ofste roids o nthe h C Gproductio n w e r edisc u ss ed .
